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(57) Abstract 

The invention relates to a method for synthesizing continuous, polymeric solid phase supporting materials with spatially defined and 
interspaced reaction sites. The solid phase supporting material is comprised of a supporting matrix and graft copolymer chains with reactive 
groups. The surface of the supporting matrix is coated with a photoinitiator. The supporting matrix and the photoinitiator are exposed 
in the presence of an unsaturated functional monomer. The monomer comprises a spacer, a polymerizable group, and a reactive group. 
Compounds such as amino acids can subsequently react with the reactive group in a parallel and combinatorial synthesis and are than 
lengthened to form peptides. 



(57) Zusammcnfassung 



Die Erfindung betnfft em Verfahren zur Synthese von kontinuierlichen, polymeren Festphasentragern mit raumlich derlnienen und 
vonemander getrennten Reaktionsorten. Der Festphasentrager besteht aus einer Tragermatrix und Pfropfcopolyrnerketten mit Reaktiverunnen 
Die Oberflache der Tragermatrix wird mit einem Photoinitiator beschichtet. Die Tragermatrix urid der Photoinitiator werden in Geeenwart 
ernes ungesattigte : n funkttonellen Monomers belichtet. Das Monomer besitzt einen Spacer, eine polymerisationsfahige Gruppe und eine 
Reaktivgruppe. Mit der Reaktivgruppe konnen danach in paralleler und kombinatorischer Synthese Verbindungen wie Aminosauren 
reagieren, die dann zu Peptiden verlangert werden. . • o > 
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. 1 

Verfahren zur Herstellung polymerer Festphasentriiger 

Die : Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von kontinuierlichen polymeren 
Festphasentragern zur simultanen kombinatorischen Synthese von orgamschen Verbindungen 

5 mittels SPOT-SynthesetechnolOgie, bestehend aus einer poiyolefihischen Tragermatrix und 
einzelnen Ketten eines ,PfTopfcopolymers, die dureh heterogene photoinitiierte 
Pfropfcopolymerisation von Acrylat-. Vinyl- und Allylmonomeren auf der gesamten Oberflache 
des Tragerpolymers synthetisiert werden und Hydroxyl-, Carboxyk Amino-. Mercapto-, 
Aldehyd-, Oder Halogen-Reaktivgruppen enthalten, die zur weiteren Denvatisierung genutzt 

10 werden konnen, 

Beschreibung des Standes der Technik 

Die chemische Synthese von Verbindungen unter Verwendung des Konzeptes kombinatorischer 
15 Bibliotheken hat einen bedeutenden EinfluB auf den Prozefl der Entwicklung potentieller 
Kandidaten fur neue Therapeutika und Diagnostika. Kombinatorische Chemie ist eine Technik, 
bei der eine groBe Anzahl strukturell unterschiedlicher Verbindungen unter vergleichbaren 
Reaktionsbedingungen kosten- und zeiteffektiv hergestellt und nachfolgend Hochleistungs- 
Screeningassays zur biologischen Testung zugefuhn werden kann. Dabei nimmt die 
20 Weiterentwicklung von Merrifields Festphasensynthesestrategie [Merrifield, R.B.; J. Am. 
Chem. Soc. 1963, 85, 2149], urspriinglich fur die Synthese von Peptiden eingefuhrt. eine 
Schliisselposition ein. Da die Venvendung uberschussiger Reagenzien nahezu vollstandige 
Reaktionen moglich macht, die Methodik leicht zu automatisieren ist und biologische 
Testsysteme auch direkt auf den polymeren Oberfachen anwendbar sind, wird die 
25 kombinatorische Chemie bevomigt an fester Phase durchgefuhrt. 

Die Modifizierung und Weiterentwicklung der urprunglichen Polystyren- und spater 
eingesetzten Polyamidtragersysteme [Atherton, E.; Clive, D.L.J.; Sheppard, R.C.; J. Am. Chem. 
Soc. 1975, 97, 6584] fuhrten zu neuen Polymeren, wie z.B. Tentagel- und PEGA- Harzen [Rapp, 

30 W.; Zhang, L.; Habich, R.; Bayer, E. In Peptides 1988, (G. Jung & E. Bayer, Eds.) Walter de 
Gruyter, BerlnvNew York, S.199; Meldal, M.; Tetrahedron Lett. 1992, 33, 3077]. Diese wurden 
zunehmend auch zur Festphasensynthese nichtpeptidischer Substanzen eingesetzt. Obwohl 
spherische Harzkugelche^ weit verbreitet sind, haben andere 

• : physiHalische Erschemungsfpnnea wie Stabchen (Polyethylen) oder kontinuierliche Oberflacheri 

35 (Zellulose, Baumwolle, Glas, Pblyolefind) zu "rteufcft Synthesetechniken gefuhrt. 

. . Ein solches Synthesekonzept ist die; Methode der Spatially Addressable Combinatorial Libraries ' 
[Review: Pirmng, M.C.; Chem. Rev. 1997, 97, 473], Ein entscheidender Vorteil solcher 
Substanzbibliotheken besteht darin, daB die Position, an der sich ein synthetisiertes Molekul auf 
40 dem Polymer befmdet, seine ZusafnmensetzUng beschreibt. Somit kann bei Verwendung von in 
Format und Struktur geeigneten Tragermaterialien 'die .'Anwendung kompatibler- biologischer 
Testsysteme direkt,' zii Informatiohen bezuglich der biologischen Aktivitat der syhthetisierten 
' Substanzen fuhren. 

45 Somit haben das Erscheinungsbild, die chemischen sowie physikalischen Eigenschaften und die 
Oberflachenfunktionalisierurig der Tragermaterialien einen entscheidenden Einfl'toB sowohl a ! uf 
- ' die Qualitat und Effizienz der Synthese als auch auf die Kompatibilitat mit biologischen 
Testsystemen. 

50 Die von Frank [Frank, R.; -Tetrahedron, 1992, 48, 9217] entwickelte SPOT-Technologie zum 
Aufbau von Peptiden an planaren Zelluloseoberflachen ermoglicht dabei in besonderem MaBe 
den effizienten parallelen Aufbau groBer Zahlen von Peptidsequenzen. Die Methode, bei der die 
Reagenzien ortlich addressiert auf den kontinuierlichen Trager pipettiert werden,' zeichnet sich 
desweiteren durch eine Anweridbarkeit von herk5mmlichen Screeningassays aus, da die 
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Auslesegeomcmen der Hochleistungstesisysteme kompatibel mif 'der. flachmen 
Tragermatenahen sind. So konnten beispielsweisc SPOT-Arrays, neben dem kJassischen 
Epitopmappmg, eingesetzt werden, urn optimale Bindungssequcnzen von Proteinkinasen bzw. 
metallbindcnde Peptide zu entdecken [Tegge, W.; Frank, R.; Hermann. F., Dostmann, W.R.G ■ 
5 Biochemistry 1995. 34, 10569; Malin, R.; Steinbrecher, R.; Jarinsen, 1; Semmler, W.; Noll. B ■ 
Johannsen, B.; Frommel, C.; Hohne W.; Schneider-Mergener, J.; J. Am. CKem. Soc. 1995, 117, 
1 1 82 1 ]. , , ' ' * .. 

Aufgrund der limitierten chemischen und mechanischen Stability der Zellulosemembranen ist 
10 die? Technologie bisher jedoch auf die Herstellung von "Peptidsequenzen, die-unter relativ milden 
Synthesebedingungen erfolgt, beschrankt: 1 • r 

• Bedingt durch die Struktur des chemisch homogenen Tragers und die Nutzung von Hydroxy- 
gruppen als Reaktivgruppe fuhn der pcfnianirife Uberschufl' an Hydroxyfunlaionalitaf auf der 
1 5 Zelluloseoberflache dazu, daB selektive'.bzw. voll&indige- Umsetzungen 'nicht zu erreichen sind. 
Dies ist besonders fur die Generierung unteYschiedlicher Linkerkonstrukte ein Nachtefl.'.was die 
Vielfalt moglicher Reaktionen entscheidend einschrankt'. ,;; - j . ' 

Einige Entwicklungen auf dem Gebiet Von flachigen " Tra'genriatenalien k6rmten u.U die 
:20 Nachteile der Zellulose bei der SPOT-Syhthese uberWinden, sind jedoch' bisher "inidht in 'der 
SPOT-Synthesetechnik angewandt worden/ ' ' ! ■ ■• • : 

V So beschreiben die'Paten.te yqn Berg et al. (WO 90/02749/ WO 91/13098) und B&sberg et al. 
, -.(WO 95/00533) die Verwendung vbh Pdlyolefinfilmen (vorzugsweise Polyethylen). Diese 
25 *, wurden -durch y-Strahlen oder mittels chemisdn mitiierter Pfropf- tod Homopolyme'risal'tion von 
Styren a^s alkoholischen Losungen mp^zit^y^int weitere 1 ehemteche Derivatisierung zur 
Einfuhnmg von Reaktivgruppen .fplgte. Die ;so erzedgten Tragef wurden in- Reaktoren zur 
Peptid- und Oligonukleoti.dsynthcse venvendet^AuBferdem' konnten Festphasenassays: (ELISA) 
> \. durchgefuhrt werden. . *. mm; -.-v. ; :.; m - ,.. 

30 ' ' - ■ ■y^.-. M : ; ' 

Obwohl die Pfropfung von Polystyrenketten eine logische Weiterentwicklung* des 'klassischen 
Merrifield-Harzes r zu einem flachigen r Trager unter Beibehaltung der herkommlichen 
< Peptidsynthes^bedingungen ist,, ist' die AusWahl dieses "Pbiymfers -ih'-diesem- Kontext nicht 
zwingend, Sie bripgt,.im Gegehteil sogar N^ht^ile,;" wie z;B/- die stark 1 ; unterschiedliche 
35 -Solyatation der JCetten .in' unterscKiediichen Losungsmittdn/ Desweitererv ist ■Polyethylen ;als 
... beyorzugtes Basispolymer mecHanisfch wenigf stkbil, und die beschrieberien Films bzw. anderen 
Formkorper sind generell nicht porosV Die niogjiche : Fiidcfiona:lisibrung ist damit auf die auBere 
Oberflache beschrankt (d!h. dicke oder dtinrie Tfrbpfschicht),' was zu eineW geringen 
. Beladungskapazitat.fuhrt.. : Eine ob^rflachenselektive Funktionalisierung ist nicht gewahrleistet. 
40 Durch die Wahl von y-Strahlung zur Initiierung - [ uhd insbesondere des 
Monomer/Lpsungsmittelsystems. werden zwar zusatzlich auch Reaktionen (z;B. Pfropf- und 
Homopolymerisation) im Polyolefmfilm ausgelb.st, difese'-'verstarken jedoch lediglich die 
. mechanische Instabilitat und verursachen eine Trubung/die die Anwendung in Assays behindert. 

45 • Weiterhm wurden von Hudson et 'al. (WO .94/05394) neben der Verwendung von porosen 
Sinterplatten auch mit Aminogruppe'n ftinlab beschrieben, an 

die uber einen Spacer (PEG) ein hydrophiles Polymer (Dextran, partiell hydrolysiertes Chitin) 
■ kovalent gekoppelt ist. Die in kleinen ReaktoYe.n (Rasterplatteh mit Lochern) verwendeten 
hydrophilen Trager besitzen eine einheitliche :) FLealctivitat urid eignen sich gut fiir 

50 Screeningzwecke. AJlerdings ist die harsche Pfimarmodifizierung via Chromoxidation besonders 
mit Hinblick auf den -Einsatz von porosen Tragern (mit groBerer Spezifischer Oberflache und 
damit empfmdlicher Mprphologie) nachteilig*. Deshalb j lassen sich dte Membranen offensichtlich 
nur aufgrund der Fixierung in der Rasterplatte, d.h. als diskohtinuierlicher Trager, handhaben. 
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Desweiteren fuhn die relativ aufwendige Konstruktion der Symhesevonrichtuni: zu einer strong 
limitierten Kapazitat und Variability, der einzelnen Syntheseareale. 

Das Patent von Koster et al. (EP 0305929) beschreibt die Synthese von Peptiden und 
5 Oligonukleotiden an porosen, Membranpolymeren, an denen durch strahlungsinitiierte 
Radikalerzeugung Reaktivgruppen auf der Oberflache erzeugt wurden. Die Funktionalisierung 
uber (aufgrund der Auswahl von Initiator und Monomereri) unterschiedlich stark vernetzte 
Polymerschichten kann jedoch zu ungleichmaBigen Zuganglichkeiten der funktionellen Gruppen 
fuhren. Damit erscheinen diese M,emhranen fiir die SPOT-Synthese als unzweckmaOig. So ist 
10 die Eignung grofler Flachen fdr. Synthese und Bioassays (die Stabilitat und gleiche 
Zuganglichkeit aller Reaktivgruppen erfordern) nicht erk'ennbar. Generell sind Komplikationen 
bei der Festphasensynthese von langeren oder/und komplizierteren Sequenzen zu erwarten. 

. Coassin et al. (WO 95/09176) berichten uber eine Polymerfunktionalisierung (Polypropylen) mit 
15 ■ geeignetem Reaktivplasma (z.B. Ammoniak), um zu Filmen bzw. Membranen als Trager fur die 
Synthese bzw. Sequenzierung von Biomolekiilen zu kommen. Die Funktionalisierung wird 
jedoch von Nebenreaktionen (Oxidation)'. begleitet, die die mechanische Stabilitat des Tragers 
deutlich verschlechtern. AuBerdem ist die Plasmafunktionalisierung bekanntermaCen wenig 
chemoselektiv. Das Resultat r ,ist eine . geringe Beladung mit Reaktivgruppen, da die 
20= Modifizierung nur oberflachlieh erfolgt und die Fluss$ von Ladungstiigem und reaktiven 
Spezies (bei reaktiven Piasmen) wegen der Degradatiohseffekte (S.o.) minimi'ert werden miissen. 

GraBflachige kontinuierlic.he Tracer wurden auch von Eichler (DD.272855A1), Lebl et al. (EP 
0385433 A2, EP 04459 15 Al) un ( d. Okcpnglyiet al, (EP 0400920) beschrieben. Wahrerid sich die 
25: beiden ersten Patcnte auf ^ie^od^ Cellulose mit den bekannten 1 Nachteilen 

beziehen, i werd?n im. .l^er^' V voTzygsweise Mikrotiterplatteri (Polystyren> fur •' die 
■ Peptidsynthese oberflaehenfun^ionalisiert. Eiher vorteilhaften Ko'ntrolle : des Reaktionsablaufes 
•■ c.'" . mittels UV-Spektxoskqpie steHen.hier jedoch die Nachteile einer begrenzten Bindungskapazitat 
sowie einer eingeschrankten Beweglichlceit der Zielmolekiile, jeweils- wegeh 1 der Beschrankung 
30 der Funktionalisierung auf eine einfache polymeranaloge Reaktion ah der nichtporosen 
»■■■:' Polystyrenpberfl.ache, gegeniilper. 

AUe.-bis.lang bekannten Systepe (fimlcti.onelle Trager & Synthesebedinguhgen) haben aus Sicht 
" ^ der Anford.enjngen der 5P.OX-Svjithese . jeweils spe'zielVe graviereride Nachteile, die . eine 
35 : effekti've; Anwendung verhu>4ero/.tosbesondere die Erweitferung der Anwehdiing der SPOT- 
. j ' . ; ; ■ Synthese fur, die Generierupg von organisch-chemischen Substahzbibliothekeri ist mit bekannten 
/ . kontinuierlichen Festphasenfragem ."nicht mpglich: Diese Nachteile bzw.' Limitierungen werden 
■". mit der im folgenden beschriebenen Erfihdung uberw^den: ' ; 

- 40 E>ie .Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Synthese von kontihuierlicneh polymeren 
..■ Festphasentragern mit raumhch defmierten' lind vorieinander' getrenh'ten Reaktionsorten, 
.' \ umfassend eine Tragermatrix und Pfropfcopoiymerketten mit - Reaktivgruppen, die mit 
: organischen Verhindungen reagibel sind.'mit folgenden Syntheseschritteh: - 

i.) Beschichten der Oberflache der Tragermatrix mit einem Photo initiator, welcher 
45 : ^ - nach UV-Anregung,. . . durch Wasserstoffabstraktion . und damit i.w. ohne 

Polymerdegradation in der Matrix,. an der Polymeroberflache Radikale erzeugt, 
, ; -wobei die Tragermatrix zur Gnippe. mindestens eiher der polymeren 

; polyolefmischen* . Basispolymere' gehort: Polypr*opylen,' Polyethylen, 
Polyvinylidenfluorid, Pqlytetrafluorethylen bder- verne'tztes Polystyren, 
. 50 ■ ■. ... bevorzugt Po.lyprppylen . 

, . -wobei der Photoinitiator ein Benzophenonderi vat oder K^ton ist, 
ii.) : Belichten. der mit '?hotoinitiator beschichteten Tagerrnatrix' in Gegenwart eines 
. ungesattigtjen funktionellen .Monomers mit UV-Strahlung, 
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-wobei das funktioneile Monomer eine Spacergruppe ucnfafit,' wdche kovaient 
uber eine Amid-, Ester-, Ether-, Disulfid- oder CC-Gruppe sowohl mil einer 
Reaktivgruppe als auch mit einer polymensationsfahigen Gruppe verbunden ist, 
(a) dabei ist der Spacer ein Oligo- oder Polyethylenglykol oder 
1 eine Bindung, - 

(P) dabei ist die pol>Tnerisationsfahige Gruppe ein Acrylat-, Vinyl- 
oder Allylmonomer, 

(y) dabei ist die'Reaktivgruppe, die rnit organischen 
Verbindungen reagibel ist, eine Hydroxylgruppe, Carboxylgruppe, 
Aminbgruppe, Mercaptogruppe. oder eine Halogengruppe, 
(5) dabei kann gegebenenfalls eine Bindung zwjschen Reaktivgruppe 
und Spacer bzw. zwischen Spacer und polyrnerisationsfahiger 
Gruppe hydrolytisch oder oxidativ/reduktiv gespalten werden. 
iii.) Bildung von Pfropfcbpolyrnerketten ^ durch kovalente Bindung der 
polymerisationsfahigen Gruppe der funktionellen Monomere an der Trajgermatrix, 
wobei zunachst eirT Monomer >an ein.Radikal der polymeren Tragenriatrix addiert 
und dann an dieses Monomer weitere Monomere im Sinne einer Polymerisation 
t addiert werden, ' ' x : " ' ■ <*.- 

... iy.) t £xtraktion Von nicht bmges'etzten funktionell^m- Monomer und Photoinitiator, 
. , , sowie von loslichen Folgeprodukten. - 

Beschreibung der Erfindung " ■ - 

Inhalt der vorliegenden ErfmdxirigMSt ein Verfahren^ziir Herstellung von neuartigen polymeren 
,25 . Oberflachen, an. denen organische Substanzbibliotheken unter Verwendung des SPOT- 
Synthesekonzeptes hergestellt' werden konrien, derenbiologische Aktiyitat direkt auf dem Trager 
evaluiert iind ausgelesen werden kaM. : - > : - < , 

-ErfindungsgemaB werden oSerflachenfimM die die in 

. .. . 30 . der Beschreibung des Standee tier Technik aiufge2eigten.:nachteiligeny Eigenschaften vorhandener 
. Trager uherwiriden * bzw'. ; 'durch i: "-neue<" Funlaionalisie^gsstrategien . vollig alternative 

• : Synthesekoraepte und -techrtiken der. koriibinatorischen Synthase mdgliqh machen. 

: , Fik^. die . spezielleri Anforderungeti * der SPOT-Synthese sind die guten mechanischen Eigen- 
• 35 . fschafteu. (Stabilitat) des : Tragers und eine -jwohldefmierte Oberflachenfunktionalitat 
; : " gleichermaBe.n wesentlicti: >[ Allerdings- gibt es keine . hpmpgenen. Materi'aiien, die beide 

• ;;Eigenschaften ajpriori miteinander vereinen. Das Beispiel ;der chemisch homogenen Zellulose, 

wo. bei der .^w'endiing als fester, hydroxyl-reaktiver Trager immer.wieder neiie potentielle 
Hydroxyl-Reaktivgru{ipeh' aus der Kohlenhydratmatrix hervorkommen, lehrt vielmehr, daB ein 

40 optimaler Trager chemisch heterogeri sein sollte. Eine Tragermatrix, diej.w. die Stabilitat 
bedingt, mit einer chemisch- Verschiedehen funktionejlen Oberflache. . Folglich stellt die 
heterogene Funktionalisierung von geeigneten polymeren Matrixmaterialien den attraktivsten 
. Syntheseweg fur neue, leistungsfahigere kontinuierliche polymere Festphasentrager dar. Wenn 
es gelingt, diese FuiiktionklisierOthg wirklich oberflachenselektiv zu fuhren,.d.h. die chemische 

45 . Umwandlung des : tyatrixpolymers au f dessen Oberflache zu beschranken, . 'dann konnen 
Tragermatrix und funktioneile' Trager'oberfl&che unabhangig voneinander optimiert werden. 

. Die . Anfordeningen an die Tragermatrix resultieren daraus, , daB. eine gute, sichere 
Handhabbarkeit vor,.wahrend und hach den MultischrittrSynthesen entscheidend fur Erfolg bzw. 
50 Qualitat von Syn^thesen und Assays sind. Andererseits,ist eine groBe spezifische Oberflache in 
Kombination mit geeigneter Porenstruktur der .Tragermatrix die Voraussetzung fur eine hohe 
Bindungskapazitat pro Flache. Eine hinreichende Dimensionsstabilitat (mihimale Quellung) muB 
aber auch gegeben sein, um eine Repositionierung der Membran wahrend der Synthesen und 
definierte Produkte in jedem Spot zu erhalten und die Assayergebnisse unverfalscht auslesen zu 
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konnen. Alle diese Anforderungen bedingen; daO die Tragenmamx -rrotz gewunschter groBer 
spezifischer Oberflache- eine ausgezeichnete mechanische, thermische und LosungsmitteU 
bestandigkeit unter Synthese-" und Assayb'edingungen aufweisen muB. 

5 Die Anforderungen an die funktionelle Oberflache hinsichtlich der Synthese sind 
Reaktivgruppen in groBer Menge (mindestens bis zu 1 jimol/cnr) und mit guter, konstanter 
Zuganglichkeit (iiber alle Synthesestufen fur die Zielmolekiile), Das erfordert eine groBe 
spezifische Oberflache in Kombination mit geeigneter Porenstruktur der Tragermatrix (s.o.) 
sowie Reaktivgruppen an Spacergruppen oder -ketten, eine gute Solvatation der 
10 Funktidnalgruppen und eine optimale B.enetzung der auBeren Trageroberflache (definiene Spots 
mit minimalen radtelen Konzentrationsgradienten; keine Chromatographieeffekte). Dadurch 
werden eine hohe Produktreinheit (pro Spot) und identische Produktmengen fur alle Spots 
erhalten. • •* : ■ 

15 \ Hinsichtlich der Assays sind weiterhin die Zuganglichkeit und Beweglichkeit der synthetisierten 
Molekule 'sowie rninimale unspezifische \Vechselwirkungen der funktionellen Oberflache mit 
den Testproteinen (minimaler Hintergrund beim Auslesen des Ergebnisses) wesentlich. 

Das Herstellungsverfahren soil robust, reproduzierbar und flexibel in Bezug auf die 
20 Funktiortalitat und ggf. auch die Tragermatrix s ( ein sowie ein problemloses Up-scaling auf groBe 
Flachen ermoglichen. Fiir das Syntheseprodukt, die neuen kontinuierlichen polymeren 
Festphasentrager, sind insbesondere die Homogenitat und die Stabilitat von Tragermatrix, 
funktioneller Schicht und deren Komposit unter Synthese- und Assaybedingungen kritisch. 

25 Synthesb der neuen -kohfinuierlichen polymeren Festphasentrager 

Ein als Tragermatrix r be£ohders gut geeignetes Polymer ist Polypropylen, da es in weiten 
Bereichen von potentiellen organisch-chernischen Sypthesebedingiingen (einschlieBlich 
Losungsmittel und Temperatur) mechanisch belastbar und chemisch stabil ist. 'Auch eine 
30 Queillung 1 Stt? yon 'Sehi* unpolateri,L63ungsmitteln abgesehen, die aber fiir die Synthese keine - 
Rolle spieleh, ka^ 

dicke Folie 6^'er Platte,' £bet kucfoals;ppr6§e Men^bran mit unterscKiedlicheh Porenmorphologien 
und -groBen Sreifflgbar ; ; j Je;'n^^^ spezifische Oberflache; 

mechanische Flexibilitat) konnen aus diesem Spektrum Basismaterialien fur die Synthese von 

35... Festphasentragem gewahlt werden.vVot2ttgsweise. werden makrpporose Flachmembranen aus 
Polypropylen (z. B. Mikrofiltrahohsmen^bran^ und mit 

schwammkrtigem Porenrietzwerk mit noni^aleji^QrOT von 0.2 jim, oder 

Filter, mit einer 'gespbimette^ ^ nominalen 
PorengroBen/Trenrigfenzen von r 0.6 pirn)- a,ls /Tragermatrix gewahlt. Selbstverst&ndlich konnen 

40 auch andere Polymere, wie z.B. Polyethykn? Poly^nylidenfluorid/ vernetztes Polystyren oder 
Teflon, mit unterschiedlichen 1 Morphol.ogjen eingesetzt werden; fiie/Tr^germatrix kann auch 
extern bzw. intern durch einen zusatzlichen inerten Trager. bzwV Parfikel, FaSerii oder Netzwerke 
aus Polymer, Glas oder Metall verstarkt werden. : 

45 Um eine . maicimale Stabilitat unter Anwendungsbedingungen zu gewShf leist'en, wird ein 
Komposit aus der : Tragermatrix und einer;.daran chemisch verarikerten 'ftiriktidnellen Schicht 
syrithetisiert. Die' Tragermatrix wird vorzugsweise durch photoinitiierte heterogene 
Pfropfcopolymerisation (streng oberflachenselektiv beziiglich der Polypropylerimatrix, aber iiber 
, , die gesamte Schiehtdicke -nahezu gleichmaBig) mit langen Pfropfpolymerketten aus 
50 funktionellen ' Monomeren . kovalent. funktionalisiert. Die erfindungsgemaBen neuen 
kontinuierlichen polymeren Festphasentrager fiir die SPOT-Synthese werden dabei nach einem 
. Verfahren ferhalten; das aus folgenden wesentlichen Schritten besteht: 



WO 00/12575 



6 



PCT/EP99/06294 



i) Oberflachenbeschichtung der Tragermarrix mil einem Phoioiniuat6r '" der nach UV- 
Anregung (durch Wasserstoffabstraktion und damit ohne Matrixpolymerde CT adarion) an 
der 1 rageroberfiache Radikale erzeugen kann, 

ii) UV-Belichtung der beschichteten Tragermatrix in Gegemvart eines funktionellen 
Monomeren oder Monomerengemisches unter Bi.ldung einer funktionellen Schicht die 
aus am Matrixpolymer kovalent. verankerten, unvemetzten funktionellen 

.■ Pfropfcopolymerketten besteht (die UV-BelicHtung erfolgt vorzugsweise sele'kuv, so daC 
nur der Photoinitiator angeregt wird), 

iii) Extraktion von nicht umgesetztem Monomer.und . Photoinitiator sowie von loslichen 
Homo- oder Copolymeren bzw. Photoinitiatorfolgeprodukten. 

Abbildung. 1 stellt schematisch das Hersteliungsverfahren fur den kontinuierlichen planaren 
Festphasentrager dar. " " 

.Auch erne sequentielle AJ«wierung/Initiierung"der pfropfcopolymerisation' i'st moglich indem 
zunachst die Belichtung der nach i) mit Photoinitiator beschichteten Tragermarrix in Gegenwart 
von Sauerstoff oder mit nachtraglicher Exposition in Sauerstoff Wr Eftdun* von 
Tragerpolymer-Pcroxiden.erfolgt und danach die Reaktion njit dem Monomer thermisch inftiiert 
wird. Auch andere heterogen chemisch initiierte ' Reaktionen zur ' 'friitiierung einer 
Pfropfcopolymerisation sind anwendbar. 

• Als Photoinitiator eignen sich besonders Benzophenon und strukturelr.verwaridte'Ketonderivate 
Die, Beschichtung mit dem , Photoinitiator. in Stufe'iJ kann aus einer Losiiiig in einem 

- :Nich.tlosungsmittel fiir das Tragerpolymer durch, Dip-Coating oder Impragriieren vorgenommen 
werden; sie kann abcr- gegebcnenfalls auch qhne.zus'atzlichen Verfahrensschritt direkt vor der in 
Stufe ii) beschriebenen . Pfropfcopolymerisation . erfolgen, indem der Photoinitiator "aus einer 
Mischung. aus. Initiator, Monomer bzw. MonqmergemiscrV und' ggf. Losungsmittel an der 

. Trageroberflache adsorbiert wird. ' * ' ' ''' ' : ' '■ - 

Den verwendeten Monomeren ist ein .strnktureller,' Aufoau gemeinsam\ der" in modiialer Weise 
nach einem emheitlichen. Reakionsmechanism U s;(hete'rogerie Pfropfcopolymerisation) zu einer 
Viejzahl von .Ober.flachenfuhktionalitaten f^en'fcarm:,' : ; ' ',' '"' ' •• . 

Reaktivgruppe— Spacergruppe, - pbi^ensatjonsf 

Vorzugsweise werden funktionelle Acrylate, Methacrylat'e, Acrylamide ' oder Methacrylamide 
emgesetzt, aber auch andere funktionelle Vinylmonomere u.v.a.m. sind prinzipiell geeignet 
Beispiele-.ffir Reaktivgruppen. als. Anker fur die Festphasensynthese sind Hydroxyl- oder 
Aminqgruppen. : Durch funktionelle Monomere. eingeTiihrte Carboxyl- oder ' Epoxygnippen 
konnen auch sehr .leicht.(z.B, nach ••Umfunktipnalisietung" zu Aminogruppen) dafur genutzt 
werden. Als Spacergruppen sind. Oligo- oder Polyethylenglykolketten besonders bevorzugt, da 
siem vielen verschiedenen Losungsmitteln ahn.tich gut solvati'siert werden eine gute 
. Beweglichkeit garantieren und auch die Biokompatibilitat verbessern' Spalibare 
Linkerstnikturen konnen z.B. Ester, (in Acrylaten) oder. Amide (in Acrylamiden) sein wobei 
letztere eine wesenthch bessere. Hydrolysestabilitijt. a.ufweisen und fur Festphasensynthesen unter 
harschen orgamsch-chemischen Bedingungen zu bevorzugen sind. Hydroxy- oder 
Amino(polyethylenglycol)methacrylate bzw. -methacrylamide sind Beispiele fur Monomere 
nach deren Pfropfcopolymerisation Trager. resultieren, die direkt mit besonderen Vorziigen fur 
die -.SPOT-Synthese yenvendet werden konnen. Mit Pfrpp'fpolyacrylsaure funktionalisierte 
Trager lassen sich einfach mit Diamino-oligoeth'ylenglycole'n zu hydrolysestabilen Amino- 
Tragem "umfunktion^lisieren". 
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Zur Preparation von PiVopfketten aus Copolymerisaten konnen o.g. funkuonellc Monomerc ;n 
Mischung mit anderen funktionellen, aber auch mit inenen Monomeren einuesetzt werden. 
Letzte konnen zur "Vefdunnung" ' reaktiver Gruppen am/'irn Festphasentrager oder zur 
Einstellung der Hydrophilie/phobie bzw; Ladung fu.U. auch wesentlich fur die 
Assaykompatibilitat) genutzt werden. 

Bei vorgegebener Tragermatrix, mit entsprechender homogener oder poroser Struktur und damit 
geringer oder groBerer ' spezifische'r Oberflache, lassen sich uber die 
Pfropfcopolymerisationsbedingungen (Photoinitiatorbeschichtung, Monomerkonzentration, 
Belichtungsdauer) der Funktionalisierungsgrad und damit die Beladung mit Reaktivgruppen pro 
Flache in weiten Bereichen (bis zu 10 umol/cm 2 ) emstellen. Durch die PfropfcopoTymerketten 
wird in jedem Fall eine KapazitatsvergroBerurig verglichen mit einer polymeranalog 
funktionalisierten glatten Trageroberflache erzielt. Bei Wahl geeigneter Bedingungen 
(Lichtabsorption von Photoinitiator und Tragermatrix) sind gleichmaBige Funktionalisieningen 
dicker poroser Schichten (mit BP bei PP-Membranen bis zu 200 um) moglich.. 

Die vorzugsweise angewandte. Photofunktionalisierung gestattet in einem schnellen und 
effektiveri VerfaHren die reproduzierbare und gleichmaBige Funktionalisierung groBer 
, kontinuierlicher Festphasentragerflachen, '• 

Synthes'en auf den heuen kbntinuierlichen polymeren Festphasentragern ' 

Durch das gewahlte Herstellungsverfahren wird es moglich, auf eirter festen Tragermatrix 
primare Reaktivgruppen, vorzugsweise Amino- bzw. Hydroxylgruppen, in groBer Anzahl (>1 
umol/ cm 2 ) bei guter' Zu'ga^glibhkeit zu; :j gdrierierfen; Interessanterweise ' bleibt diese 
* Zuganglichkeit auch uber eine g^oBefe Zahl von Synthdsezyklen (10% Beladungsabfall nach ca. 
10 Synthes ; ezykleh)/riahezu icpn^ ist in 'einer grbflen spezifischen 

Oberflache. in Kombinatiori mit 'gdeigneter' P dfbnsthiktu? der Tragermatrix des Tragers (porose 
Membran) sowie* einjer sehr j^t^ der Reaktivgruppen, beilihgt durch solvatisierte 

P'fropfcopolymerkettern und w^MB ;3 SpacergrUp{jen/ zu Tihden. Desweiteren ' fuhrt die optimale 
Benetzung der aufleren Trageroberflache zu ^defihierteh'* Spots mit minimalen 
Tiefenfiltrationseffekten und r^dialen Konzentratipnsgradienten. Wegen der dadurch konstanten 
ReagenzienuBerschusseVarljeda^ kann eine nahezu 1 koristante Produktqualitat 

gewahrleistet werden! Aufgilihd der Hdmp^tiitait ; des Festpksetitragers r (identische Anzahl von 
gleich zuganglichen Funktionalit2tferi iiber die' gesartfe Flache) konnen gleiche- Produktmengen 
pro Spot generiert werden. Dariiberhinaus fiihrt die verringerte Hydrophobic der modifizierten 
Festphasentrager im VbrgleicV zur Tragermk'trix * in Verbindung mit der durch die 
Spacerstrukturen induzierten Beweglichkeit der gebundenen Substanzen zu einer guten 
Assaykompatibilitat. - j ■ ' 4 - 

Die polymeren Festphasentrager zeichrien sich weiterhin durch 'eme hohe chemische Stabilitat, 
das heiBt Resistenz gegenuber starken Sauren, Laugen, Losungsmitteln sowie bxidierenden und 
reduziereriden Reagerizien aus. 'Desweiteren besitzen die neueh polymeren Festphasentrager eine 
hohe Bestandigkeit gegenuber physikalischen Einflussen wie 1 Temperatur, Ultraschall- und 
Mikrowellenbehandlung, \vas dazu fuhrt, d'aB die kontinuierlichen Oberflachen ' auch nach 
mehreren Reaktionszyklen keine oder riur vernachlassigb'are Quellung zeigen. Diese 
Eigenschaften lassen eine wiederholte, ortlich adressierte Pipettierung kleinster Volumina (10 nl) 
und ,im Gegensatz zur Zellulose eine weitgehende • Variation der * chemischen 
. Reaktionsbedingungen zu. . 

Die neuen kontinujerlichen polymeren Festphasentrager konnen mit einer Vielzahl- von Linker- 
konstrukten "zur Aufhahme von weiteren Molekulen vorbereitet werden. -So sind neben 
sauresensitiven Linkem (z B, Rink- Linker), UV-aktivierbare Photdlinker (z. B; 4-(Methoxy-4- 
(2-Fmoc-amino-ethyl)-5-nitrophenoxylbutansaure) auch basfeinlabile Linker (z. B. HMBA- 
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Linker) oder mit wassrigen Puffersysiemen spaltbarc Linkerkonsnrukte (z. B. Imidazollinker) 
einsetzbar. Diese Linker sind auf dem konrinuierlichen Festphasentrager durch ortlich definierte 
Applikation von Spots auch parallel anwcndbar und konnen z.B. zur Synthese von multipel oder 
graduell abspaltbaren Produkten genutzt werden. 
5 ' 

Obwohl auch peptidische Substanzen mit gleicher oder besserer Qualitat als bei der 
herkommlich venvendeten Zellulose hergestellt werden konnen, ergeben sich aus den oben 
genannten Eigenschaften der neuen Festphasentrager vor allem vielfaltige Moglichkeiten fur die 
Synthese von organisch-kombinatorisch hergestellten Substanzbibliotheken. Da die neuen 

10 Festphasentrager erfmdungsgemaB eine hohe -chemische und physikalische .Stabilitat besitzen, 
liegen ihre entscheidenden Vorteile besonders - in der kombinatorischen Synthese von 
Bibliotheken aus nichtnaturlichen Oligomeren (z. B- Peptoiden, -.Oligbcarbamaten, 
Olijgoharnstoffen, Azatiden, Ketiden, Peptid-Sulfonamiden, vinylogen Sulfonylpeptiden) sowie 
kleinen synthetischen Molekiilen (z. B. Benzodiazepine^ Triazinen, Trjazolen, Hydantoinen, 

15 Cubanen, Xanthinen, Pyrollidinen, B-Laktamen, , Thiazolidonen). Weiterhin liegt ein 
Anwendungsschwerpunkt in der Parallelsynthese von 'Chimaren (Konjugate) aus 
unterschiedlichen synthetischen (natiirlich oder unnatiirlichen) Oligomeren 'tzw. kleinen 
synthetischen Molekiilen mit Naturstoffen wie z. B. Steroiden oder Zuckermolekiilen. 

20 Vorteilhaft ist die Verwendung.. der kontinuierlichen Festphasentrager, welche- nach dem 
erfindungsgem&Ben; Verfahren hergestellt worden,, fur die parallele und kombinatorische 
Synthese von tragergebundenen oder freien Verbmdungen, die durch SPOT-Synthese von 
aktivierten Synthesebausteinen an verschiedenenen Reaktionsorten auf dem kontinuierlichen 
Festphasentrager synthetisiert werden. 

Bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Verwendupg der kpntinuierlicheh Festphasentrager fur die 
parallele und kombinatorische Synthese von Proteinen. " ■•■■'■ > " - ^ « 

Mehr hevorziigt ist eine erfindungsgemaBe Verwendung, der kontinuierlichen Festphasentrager 
30 fiir die Festphasensynthese, vorzugsweise SPOT-Syntheise, auch als Array von identisch oder 
unterschiedlich funktionalisierten Tragem bzw. als Stapel von identisch oder unterschiedlich 
funktionalisierten ... Tragem fur die .Synthese . yon, multipel .oder ;/gfaduell abspaltbaren. 
■ : Verbindungen, wobei durch Split (SingfcCSh^ mit ganzen 

^ Tragern auch eine .quasi (jreidimensionaje KpmbjnaitQnk moglicli wird/" ' V 

Noch mehr bevorzugt ist die erfindungsgemaBe Verwendung der kontinuierlichen 
: -Festphasentrager fiir die Idenjifizierung . . yon : Molekul'eri;. (ligahden) an synthetisierten 
Verbindungen, umfassend die folgenden ScKritte: ' '" l - l,t ■ ' 

Inkubation mit dem Liganden, Entfernen von uberschussigen Liganden 'durch Waschen, 
40 Detektion gebundener Liganden durch geeignete Verfahren wie: i) immunologische Nachweise! 
ii) vNachweis gebundener radipaktiv } markierter Liganden, iii) Fluoreszenz- oder 
Chemolumineszenz-Nachweise , iv) biosensorische Nachweise. 

Am meisten bevorzugt ist die erfindungsgemaBe Verwendung' der kontinuierlichen 
45 Festphasentrager zur Untersuchung enzymatischer Aktivitaten an synthetisierten Verbindungen, 
umfassend die folgenden Schritte; ' . 1 

i.) Inkubationra.it dem Enzym, ii.) Detektion enzymatischer Aktivitat. " : ' ' 

Die Erfmdung wird im folgenden anhand von Beispielen naher beschrieben, welche die Synthese 
50 der neuen kontinuierlichen polymeren Festphasentrager, deren Anwendung in der SPOT- 
• Synthese von-. Peptiden, und anderen .organisch-chemischen Molekiilen sowie von 
.Substanzbibliotheken aus Peptiden und anderen organisch-chemischen Molekiilen, und die 
Anwendung in Analyse- und Screeningsystemen detaillierter erlautern: Selbstverstandlich ist die 
Erfmdung nicht auf diese konkreten Beispiele begrenzt. 
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Definitionen 
Festphasensynthese: 

5 kovalente Verknupfung von Molekulen mit einem unloslichem poiymeren Tager und 
nachfolgende Reaktionen an den tragergebundenen Substanzen, wobei durch einfache Wasch- 
und Filtrieroperationen uberschussige Reagenzien einsetzbar und abtrennbar werden und das 
Zielprodukt bis zur Abspaltung am poiymeren Trager gebunden bleibt 

10 Funktionelle Monomere: 

Molekiile, die eine polymerisationsfahige Gruppe, eine Spacergmppe und eine Reaktivgruppe 
enthalten und unter dem EinfluB eines Polymerisationsiniiiators lineare und/oder verzweigte 
' Polymerketten brlden konneh 

.15 Kontinuierlicher Festphasentrager: ' 

flachiges Material aus 1 einer Tragermatrix (s.u.) mit daran kovalent ve.rankerten 
Pfropfcopolymerketten (s.ii.) 

Ligand . , 

20 Jvlolekul, das an die auf dem kontinuierlichen Festphasentrager synthetisierten Verbindungen 
bindet Und/oder sic chemisch< umsetzt und das ein ' Protein, • Enzynv Kohlenhydrat oder 
Glycoprotein, Lipide oder Lipoprotein, eine Nukleinsaure oder .cine nied^rmolekulare 
Verbindung sein kann > 

25 Linker: 

molekulares spaltbares Ankermolekiil t welches die Abspaltung der synthetischen 
Zielprodukte vom Festphasentrager erlaubt r - • 

^Pfropfcopolymerketten: 

3.0 - : lineare und/oder verzweigtfe Kloiekniketten, aufgebaut aus funktionellen Monomeren (s.u.) 

Photoinitiatqf: , /,, " v ; ' 

. r /speugt na9.h::Beschicht'en' db^ und Anregung mittels UV- 

Strahlung * durch / Wasser^ Radikale, die mit einem 

35 funktionellen Monomer reigieren k#nnfcri/ z.B. ein Benzophenbnderivat oder Keton.- 

Polymerisationsfahige Gruppfe: ' - ! ' . . . 

reaktionsfahige'Merhrfachbiridung in funktionellen" Monomeren, z.B. eine Acrylat-, Vihyl-, oder 
Allylgruppe :v ' rJ "> — - *• 

40 \ ; ; ( . . ' -\ ■ ■ . v ,. 

Radikale: 

elektrisch neutrale Molekiile, die ein magnetisches Moment besitzen;' eine bevorzugte 
Reaktivitat ist die Addition an Verbindungen, die rea'ktionsfahige' Mehrfachbindungen 
.(polymerisationsfahige Gruppen) enthalten 
45, . " . •'■ ... , :. 

Reaktivgruppe: ■ . 

reaktionsfahige chemische Gruppe (Funktionalitat) 'fur kovalente Kuppkmgsfeakt-ionen mit 
anderen Verbindungen, z.B. eine Hydroxylgruppe, Carboxylgfuppe, Aminogruppe, 
Mercaptogruppe oder eine Halogengruppe 
50 ; '• ' 

Spacergruppe: 

molekularer Abstandshalter zwischen polymerisationsfahiger Gruppe und Reaktivgruppe in 
: einem funktionellen Monomer, z.B. ; ein Oligo- oder Polyethylenglykdl oder eine Bindung 
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SPOT ... 
entsteht durch das Pipertieren von Rcagemieri auf zusammenhangende kontiniiierliche •' 
Oberflachen, wobei das pipemene Volumen die GroBe des SPOTs und die Zahl der mdglichen 
SPOTs pro Flache denniert 

Spotten . , - • 

das Pipettieren von Reagcntien auf zusammenhangende kontmuierliche Oberflachen 

SPOT-Synthese: 

Festphasensynthesekonzept bei dem durch Pipettierung von kleinen Reagenstropfchen- auf ein 
vordef.niertes Array von Reaktionsorten auf einer zusammenhangenden kontinuierlichen 
Festphasentrager , d,e als polymerer Festphasentrager fuhgieri, SPOTs def.n.ert werden- diese 
SPOTs stellen Mikroreaktoren dar, in denen Festphasensynthesen ablaufen kdnnen wenn 
Losungsmittel mit genngem Dampfdruck venvendef werden 

Tragermatrbc: ... ... , 

chemisch und morphologisch stabiles, flachiges Material, das aus polyolefinischen 
Po ymeren(Tragerpolyrner) • wie Polyeth'ylen : - Pblystyfen, Polyvmvlidenfluorid 
Polytetrafluorethylen, bevorzugt aber Polypropylen^besteht : 'v ' 

. UV 7 Ariregung: ,.' ' .: : -\ 

Qberfuhrt den Phptomitfatdr m einen angeregten Zustand, ohne das Tragerpolymer anzuregen (zu 
degradieren) ' ,; ■ - , 

., Ausfuhrungsbeispiele ' A ■-• . .. . •. . - . " . 

• Beispiel 1; , Synthese von kontinuierlichen" pblymeren -Festphasenrragem - .Hydroxy-PEG- 
Ester-PP-Membranen mit unterschiedlichen Spacerlangeh hunter Laborbedingungen • , 

Eine PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; nom. Po'rendurehrnesser d p = 0.2 urn Schichtdicke .150 
urn; d = 80 mm) wird unter Schiitteln fur 2 "h mit einer 100 mM lisuhg von Benzophenon (BP) 
in Methanol equihbnert. Die Membran wird aus der Losung enmbmmen.und die- Oberflache 
schnell an der Luft getrocknet, ohne daB das Innere der 'Poreri enrnetzt wird. Danach wird die 
Membran in emer Petnschale (d = 90 mm) auf ein mit eiriemTeil der Monomerlosung/ca 5 ml) 
getranktes Filterpapier gelegt, mit einem Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit .dem Rest 
der Polymensationslosung uberschichtet (insgesamt'20 mlHSO g/1 PEGMA 306 bzw : 78 5 g/1 
PEGMA 526, jeweils in mit BP gesattigtem Wasser; 'die Monomere -PEG.methacrylate wobei 
die Zahl cks mittlere Molekulargewicht beschreibt- sind Produkte der Polysciences Europe 
GmbH Eppelheim). Die Petnschale wird in einem Reaktdr plaziert, der danach mit einem UV- 
Filterglas-Deckel (Cut-off 310 nm) verschlossen und fur rhihdestens 30 min mit. Stickstoff 
gespult wird. AnschheBend erfolgt. - weiterhin unter Stickstoffspulung - fur 30 min die UV- 
Behchtung (HBO 350 DeepUY; : Hamamatsu, in einer Belichtungsapparatur von Oriel 3 mW/ 
cm ). Nach weiteren 15 min. unter Stickstoff wird die Membran entnommen und anschlieltend 
volls|andig mit Wasser, Methanol und Aceton- ejctrahiert. Die Bestimrnung des 
MqdifiZierungsgrades(DG) der Membran 'erfolgt gravimetrisch: DG (PEGMA'30.6) = 1 12 
mg/cm- .=3.5 umol/cnr; DG (PEGMA 526) = 1.37 mg/cm 2 = 2:6 umol/cnr ■ ■ ' ■ " 
Erne weuere Charaktensierung erfolgt durch FTIR-ATR-Spektroskopie, REM sowie Messung 
der Membranpermeabihtat. ' ' . ■; 

Beispiel 2: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasenrragem - Carboxyl-PP- 
bzw. Carboxyl-Polyethylen(PE)-Membranen - unter Laborbexiingungen 

Eine PP- (Accufel 2E, Akzo; d p = 0.2 urn, Schichtdicke 150 urn) bzw. PE-Membran (celgard 
2500, Hoechst-Celanese d p = 0.2 urn, Schichtdicke 25 urn) mit einem Durchmesser von d = 80 
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mm wird unter Schiirteln fur 2 h mil einer 100 mM Losung von BP in Methanol equilibnert. Die 
Membran wird aus der Losung entnommen .und die Oberflache schnell an der Luft getrocknet, 
ohne daB das Innere.der Poren entnetzt wird. Danach wird die Membran in einer Petrischale (d = 
90 mm) auf ein mil einem Teil der Monomerlosung (ca. 5 ml) getranktes Filterpapier gelegt. mil 
5 einem Glasnng (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest der Monomerlosung uberschichtet 
(insgesamt 20 ml 10 g/1 Acrylsaure, AA, in mit BP gesattigtem Wasser). Die Petrischale wird in 
einem Reaktor. plaziert der danach mit einem UV-Filterglas-Deckel (Cut-off 310 nm) 
verschlossen und fur mindestens 30 min mit Stickstoff gespiilt wird. Anschlieflend erfolgt - 
weiterhin unter Stickstoffspulung - fur 30 min (PP) bzw. 15 min (PE) die UV-Belichtung (HBO 

10 350 DeepUV; 3 mW/cm 2 ). Nach weiteren 15 min. unter Stickstoff wird die Membran 
entnommen und anschlieflend vollstandig mit Wasser und Aceton extrahiert. Die Bestimmung 
des Modifizierungsgrades (DG) der Membran erfolgt gravimetrisch: 
DG(PP) = 220 ng/cm 2 = 3.1 ^imol/cm 2 ; 
DG(PE) = 245 ^ig/cm : = 3.4 ^mol/cm 2 , 

15 Eine weitere Charakterisierung erfolgt durch FTIR-ATR-Spektroskopie, REM, Farbstoffbindung 
(Toluidinblau) sowie Messung der Membranpermeabilitat. 

Beispiel 3-: ' Synthese von, kontinuierlichen polyroeren FestpHasentragern - Hydroxy-Amid- 

PP-Membranen - unter Laborbedingungen . 
20 ' 

Eine PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; d p = 0.2 jim) mit einem Durchmesser von d = 80 mm 
r wird unter Schiitteln fur. 2 h mit, einer 100 mM Losing von BP in Aceton equilibnert. Die 

Membran wird aus der Losung entnommen und die Oberflkche schnell an der Luft getrocknet, 

ohne daB das Innere der Poren entnetzt wird. Danach wird die Membran in einer Petrischale (d = 
25 90 mm) auf ein mit einem Teil der Polymerisations-losung (ca. 5 ml) getranktes Filterpapier 

gelegt, mit einem Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest der 

Polymerisationslosung QbCTs ml 40 g/1 2-Hydroxypropylmethacrylamid, 

2HPMAm,;;m mit BP gesattigt^^Was^r;,M^ Polysciences). Die Petrischale wird in 

einem Reaktor plaziert, der danach mit einem UV-Filterglas-Deckel (Cut-off 310 nrn) 
30. verschlossen und: ^fur-mindesten^f j.^mm mjt Stickstoff ,gespult wird. Anschlieflend erfolgt - 
; weiterhin unter ;:StickstqffspuIimg^^ nun die, l^-Belichtung (HBO 350 DeepUV; 3 

mW/cm 2 ). .Nach weiteren -. 1,5; min. ^jiptpr Stickstoff ::w'ird die Membran entnommen und 
' anschlieflend y vollstandig .mife L Wasser r ,und, < Apetoa extrahiert. Die. Bestimmung des 

Modifizierungsgrades. ;(DG) der : i^mbrfin erfolgt gravimetrisch: DG = 355 |ig/cm 2 = 2.5 
35 |tmol/cm ? . .. v . ■ .- r/i -^ra^. ; ... ,-. 

Eine ; weitere Charakterisierung erfolgt REM, Farbstoffbindung 

(Toluidinblau) Sowie Messung der Membranpern^e^bilitat. . 

Beispiel 4:, , Synthese yon'kontinuierlichen.ppjymeren Eestphasentragern - Berizylchlorid- 
40 . :PP-Membranen - unter. Laborbedingungen . ./ 

: Eine PP-Membran XAN06, -Millipore . Corp;. d p = 0..6 ^xm) mit einem Durchmesser von d = 80 mm 
. wird gewogen und anschlieflend unter Schiitteln 2 h mit einer, Losung von BP in Aceton (150 
• mM) equlibriert. Die BP,beschichtete, noch feuchte Membran wird in einer Petrischale (d = 90 
45 mm) auf ein mit einem Teil der Polymerisationslosung getranktes Filterpapier .gelegt, mit einem 
Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest, der Polymerisationslosurig uberschichtet 
(insgesamt 20 ml 20 g/1 Vinylbenzylchlorid VBC, in mit BP gesattigtem Wasser unter Zugabe 
von 7 g/1 Emulgator Bis[2-ethylhexyl]sulfosuccinat : Natriumsalz bei 10000 upm fur 30 
Sekunden mit einen Thurrax emulgiert). 
50 * Die Petrischale wird fur 30 Minuter geschuttelt und mit einer Glasplatte (Tief-UV-Filter, Cut-off 
310 nm) abgedeckt Die Belichtung erfolgt bei Halblast .an einem UV-Trockner (Beltron-GmbH; 
1 min UV-Belichtung pro Passage durch die BeHchtungszone). Anschlieflend wird die Membran 
1 1 h- in einem Soxhlet mit Methanol und 1 h bei 50°C in Wasser extrahiert. Danach wird die 
modifizierte Membran getrocknet und gravimetrisch der Modifizierungsgrad (DG)' bestimmt. 
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DG = i 5 mg/cm : = 9 S umol/cnr. Eine weitere Charaktensierung erfoiet durch FTIR- ATR 
Spektroskopie. REM. Farbstoffbindung (Toluidinblau) " 

Mcmbranpermeabilitat. 



sowie Messung der 



5 Po^ppm . Synthcse V0I V" ^ ontinuieriiche " polymeren Festphasentragem Hydro.xy-PEG- 
Ester-PP-Membranen - unter Technologiebedingungen 



Erne PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; d p = 0.2 am, bzw. AN06, M.lHpore Corp; d p = 0 6 urn) 
m,t emer Flache von 18 cm x 26. cm wird gewogen und'anschlieflend in LoL/von BpTn 
Methanol Oder Aceton fur 2 h be, Raumtemperatur geschuttel, Die BP beschichtete noch 
feuchte Membnm w,rd ,n erne Schale mit 300 ml Monbmcriflsung (PEGMA 5*6 n mit BP 
gesattjgtem Wasser) auf Filterpapier gelegt und getrankt. Die Schale w.rtf mit emer Gla'platte 
Cut-off 310m„) abgcdeckt, Die Belong crfolgt bei Ha.blast an dn^ut 
II S^n h I ^"iSl u UV - Bel ^ h ^8 Passage durch die Belichtungszone) 

Ansch heflend wird .die Membran 1 h m einem 'Soxhlet mit Methanol und 1 h bei 5'0 °C in Wa Sser 
expert. Danach wird die modifizierte Membran getrocknet und gravLetSch de 
^ T™JZtn~ ** Membran erfolgT analog wiet 

nJfvS" ^ S ^ m . ese * dm 8^ (Photoinitiatorbeschichtung, Monomerkonzentration 

Be hchtungsdauer) kann der Modifizrerungsgrad .. - vapid? und ffir unterschiedl che 
Tragermembrantypeneingestelltwerde.n(Beispieleis.Tab. 1). ' umerscniedlicne 

Beispiel 6: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragem - Carboxyl-PP- 
Membranen - unter Technologiebedingungen . ' 

Eine PP-Membran (Accurel 2E ? Akzo; d p ^foffe*. AN06, Miliipore Corp; d p = 0 6 urn) 
nut e.ner Flache von 18 cm x 26 cm wifd geWbgeh uhd'arischliefiend ih toXn/von BP in 
.Methanol oder Aceton fur 5 mm bei Raumtemperatur geschuttelt. Die BP beschichtete noch 
feuchte Membran w.rd m eine Schale niit ; 30p-mf M6nbmerl6surig (AA in mit BP-gesattigtem 
Wasser) .auf FUtepapicr gelegt tod. getrtnfcK- tfit Sc^le wird mit einer Glasplatte (Tief 
meSbSmf^ ?^ C ^ C ^ eli ^^ % 1 p : (6ei •Halblast 'ari einem UV-Trockner 
(Beltron GmbH; 1 mm. UV-Behchtung pro Passage/ 'durch ale Belichtungszone); AnschlieBend 
wird die Membran 1 h in einem Soxhlet mit Methanol uridU"' D er50 «C in Wasser extrahiert 
Slrnt lfi2ierte M ; m ^ n f^.«*<# <«d gnmmetrisch der Modifizierungsgrad 
"••fevTnPS Char^ktcn S ,crung der Membran' erfolgt ahalog wie in Beispiel 2 beschneben 

Trageimembrantypenemgestelltwerden(Beispiele s. Tab: 1). •'• - . • 

?^ 11 %ppL eChn K 0l0gie f. yntheSebedingUngen ^ aus gewahlte Hydroxy-PEG-Ester- und 
Carboxyl-PP-Membranen (Membran: 1 0.2 urn, Accurel 2E; 2 0.6 urn, AN06; UV-BelichtZ 
unter Halblast mit UV-Trockner, Beltron GmbH) ; . ocucniung 



Membran 


l ! 1 

Photoinitiator- 
beschichtung 


Monor 
mer 


Monomer 

(g/I)'. . 


Belichtung ' 
(min) 


DG 
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0.19 
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Beispiel 7: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragern 
Derivatisierung einer Carboxyl-PP-Membran (Aminofunktionalisierung) 



chemische 



Ein Membranstuck (0.2 \im: aus Beispiel' 6) der GroBe 18 cm x 26 cm wurde in einer 
Instnimentenschale 1 h.mit '80 ml ejner 2 M Losung von Thipnylchlorid in DCM behandelt. Die 
Losung wurde abdekantiert und die noch feuchte Membran sofort mit 100 ml einer 30proz. 
Losung von 4 JJ0-Trioxa-l,13-tridecgin.diamin in DCM (v/v) versetzt. Nach 90 min. wurde 
abdekantiert und die Merfibran - gewaschen .() x DCM, 5 x Methanol, je 5 min.) und getrocknet 
(Schema I). ... 



O 

A 



OH 



Schema I. 



'2 M SOCl 2 



CH 2 C1t 
lh 



o 

A„ 



CI 



«2N-r^O^|^ NH 2 



2 M in CH^ClV 
1,5 h" 



O 

A 



NH-, 



15 Beispiel 8: Synthese,. yon kontinuierlichen polymeren Festphasentragern 
Derivatisierung einer Benzylchlorid-PP 7 lSlembran (Aniino'fimktionalisierung) 



20 



25 



chemische 



Ein Membranstuck (0.2 jittiu^us Peispiel- 4) def . GroBe 5 cm x 3 cni wurde in einer 
InstEumentenschaic 30, min-mH, ; etner 23 M, Losung yon ^J.lO-Trioxa-l/n-trid^candiamin in 
DCM (v/v) bei ,Raumten^^ die LSsung abdekantiert und 

die Membran .gewaschen (lx J2CM/ 3x "dMF;. 3x . MeOM, 2x DCM, je 5 min) und getrocknet 
(Schema II). Beladung; 102 jimQL/cmV/ f 

Ein Membranstiick (0.2 jxrn^ gus' . feeigpjel.4) der /GroBe, 5 cm x 3 cm wiirde in einer 
Instrumenten^chale 30. min tn.it einer ,2,$. M X QSung f v<an 4,7, 1 0-Trioxa- 1 , 1 3-tridecandiimin in 
DCM (v/v) bei 80°C behandelt. AjischlieBpnd'W^ abdekantiert iind die Membran 

gewaschen (Ix DCM, 3x DMF, 3x MeOH,*^ DCM, je "S^min/ und getrocknet (Schema II). 
Beladung 152 ^mol/cm 2 . 



)h-CH 2 "C1 : — >r 

. ^ 2,5 M in CH 2 d 2 " 

30min - . 

30 Schema II. 

Beispiel 9: ' Testung unterschiedlicher 
Membranen 




Linkersysteme an Hydro xy-PEG -Ester PP - 



35 



Eine Hydroxy-PEG-Ester PP-Membran (0.2 jim, aus Beispiel 1) wurde durch sukzessives 
'Spotten von ! 1 pi einer 0.6 M NMI-Losung in NMP und 1 p.1 einer 0.6 *M Losung von Fmoc- 
BAla-F in NMP umfunktionalisiert (Amino: Reaktionszeit .2x30 min). Nach vollstandiger 
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Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (Baden der Membran in 20%-iger PipendiivDMP ?x!5 
mm) und anschlieflender Wasche mit DMF (2x), Methanol (2x) und DCM (2x ) und Troctaun E 

R n m h IK, ^Tk ^ f °' genden aktivienen Li ^™°lekule auf die fre,en. mit 
Bromphenolblau angefarbten. Amino funktionen gesportet: 

A) I M n R ' nk " Linker (P-[(R-S)-M[l-(9H-Fluoren-9-yl):methoxyfonr 1 amido]2 4- 
d.methoxybenzylj-phenoxyessigsaure) in NMP (5 min vorakliviert mit 1 Eq. TBTU und 2 

hq. Di&A) 

B) 2 ix\ 0.6 M Imidazollinker in NMP (5 min vorakliviert mit 1 Eq. TBTU und 1 Eq -DIEA) 

u ° \ u M ^'"o^yl-PhotoHrikcr 4-[2 J Methoxy-4-(l-Fmoc,aminoethyl)-5- 
mtrophenoxy^butansaure) in NMP (5 mm vorakfivicrtmtt 1 Eq. TBTU und2 Eq DIE A) 
D) 2 ul 0.6 M Hydroxyethyl-Phot'olinker 4-[2-Meth6x^4-(hydroxy e th y ])-5,ni ff<5 phen 0 xyV 
butansaure) in NMP (5 min voraktiviert mit 1 Eq. TBTU und 1 Eq. DIEA) 

Die Reaktionszeit betrug in alien-Fallen 2 x 30 min, Nafch Spaltung der Fmoc-Gruppen wurde 
(Ac-Leu-Lys-Tyf-I3Ala) mittels Fmoc-Ammosaufe-OPlp-Estem' C 2 ul, 0 3 M 
in NMP, 2x15 mm) unter Spotsynthesebedingungen aufgebaut. Neben der Synthese an 
S S Srr !, auch^ine Synthese direkt auf der BAla-rnddifizierten Membran • 
durchgefuhrt. Im AnschluB an das Spotted der 1, Aminosaure wurde. die Membran acetyliert urn 
d,e Spotgrofle » defmreren >(Ac 2 0; DIEA. DMF? 1 i2XW min). Nach- Abspaltung der let'zten 
Fmoc-Gruppe wurden die Peptide- emeut aeeryliert. Die Seite'nkettenschutzgruppen wurden im 
■ ^ Vt?7^ ^ e ^' Photeiirikers; ^ der ^direkten Synthese ohne Linker mittels 5% 
H 2 0 in TFA (2 h) deblockiert. ArisehlieBend wurden die Peptide -wie folgt abgespalten: 

"'Rjnk-Lmker:2h95%TFA;'5 o / D H 2 0- ' ■■ ' • . .. 

Imidazollinker: 1 h Phosphatpuffer pH: 7.4 ■'■ ' -.• ; . .••»•.. • ■ 

Photolinker (C+D): Abspaltung im trockenen Zustand mittels UV-Bestrahlung: 2 h, 365 nm 

Nach-Eindampfen der TFA'urid Aiifhahme ■der adhasiv-gebundenen Peptide in 50%ACN/'H,0 
wurde die Qualitat der Produkte mktdsmhG^^cnp^6^nschcr Analyse kontrolliert 
Alle auf den neuen Fes tphasentragern zurii E^at* gekommenen Linker machten die Msolierung 
der Produkte mit hoher HPLC-Reinheit (>85%) moglich. . 

■-Sv'ir^v P^t^ von Peptiden auf herkommlich verwendeter Zellulose - 
undHydroxy-PEG-EsterPP-Membranen'\i - n L-v.; or. > 

'• Die Zellulose- ^ die Hydr^^^^^ D wurden mit 

P—H m f AF * CyHert und ^.Abspaltung- der. Fmoc-Gruppe (20% 

Pipendir^DMF; 20 mm) mit deM photolysierbaren Linker • 4-2 [-Methoxy-4-( 1 -Fmoc- 
ammoethyl)-5 : nifrophenoxy]-butansaure) modifiziert. Die folgenden Peptide unterschiedlicher 
•n vm WUr ^ n r ^ eIS F r cLgeSchiit2ten Aminosaure-Pentafludrphenylestern (2 ul einer 
aufgto 1 " 18 m D °PP eto PP llm g 2 x 15 min) unter identischen Bedingungen schrirtweise 

Ac-Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Asp-Gly-SAla , ' : 

Ac-Tvr-Ala-Lys-Arg-G'ys-Pro-Val-His-Tnr-Met-BAla ' ■ 
Ac-Trp-His-Trp-Leu-Gln-Leu-Lys-Pro-Gly-Gln-Pro-Met-Tyr-BAla - .. - \ 

Die N-terminale Aminofunktion wurde acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen 2 5 h 
^S'? Phenol, 2.5% TIPS -in TFA abgespalten. Nach ausgieb^Wasche mit 
DCM und Methanol wurden die Membrarieri getrocknet und die Peptide dureh Bestrahlung mit 
UV-L.cht (2 h, 365 nm) von der Oberflache gespalten. Die adhasiv auf der Membran 
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gebusdenen Verbindungen konnten nach dem Ausstanzen und Oberfuhren in Mikrouterpiarten 
mitteis Puffer abgelost und der HPLC/MS-Analytik zugefuhrt werdcn. 

In alien Fallen besitzen die an der Hydroxy-PEG-Ester-PP-Membran hergestellten Peptide eine 
5 hohere Produktreinheit als die an herkommlicher Zellulose synthetisienen, wie durch die 
analyiischen Profile des Tests zu belegen ist. 

Beispiel 11: Synthese kleiner organischer Molekule: 1,3,5-Triazin-Bibliothek 

10 Auf eine aminderivatisierte Carboxyl-PP-Membran (siehe Beispiel 7) wurden 2.3 pi einer 0.5 M 
Losung von p-[(R,S)-a-[l-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxyfo^ 

phenoxyessigsaure (Rink-Linker), TB.TU (1 Eq.) und DIEA (2 Eq.; Voraktivierzeit: 5 min) im 
Abstand von, 0.8 bis 1 cm gespottet; Nach 15 min wurde das Spotten wiederholt. Nach weiteren 
15 min wurde die Membran zweimal 5 min mit MeOH und zweimal 10 min mit DCM 
15 gewaschen. AnschlieBend wurde die Spot-Prozedur wiederholt. Man erhielt nach Fmoc- 
Quantifizierung Beladungen von ca. 700 nmol/cm ? , was ca. > 90% der Funktionalitatsdichte der 
aminderivatisierten .Polypropylen-Membran entsprach. 

Die mit dem Rink-Linker deriyatisierte Membran (100 cm 2 ; 96 Spots) wurde zweimal fur 25 min 
20 - in 75 ml 25proz. Piperidin-Losung in DMF gebadet und anschlieBend jeweils zweimal fur 10 
i , . min mit je 50 ml DMF, MeOH und PCM gewaschen. Zur Acylierung der.freien Aminofunktion 
-wurde eine 0 t 6 M Losirngder Aminosaure ;: mit einem Equivalent TBTU und-zwei Equivalenten 
DIEA in DMF auf die Membran ; gespo£tet (2 \il pro Spot). Nach 15 min wurde die Prozedur 
wiederholt. Nach beendeterReaktipnszeif. -wurde die .Membran jeweils zweimal 10 mm mit je 50 
25 ml DMF, MeOH und DCM gewaschen. Die Entschutzung der Aminofunktion erfolgte erneut 
durch zweimaliges Baden der Membran fur 25 min in 75 ml 25proz. Piperidin Losung in DMF 
und anschlieBendes Waschen (je 2x, 10 min mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM). 

Die Aminosaure-derivatisierte Membran wurde dann mit einer 3 M Losung von Cyanurchlorid 
. 30 tnit. 3% DABQG' in DQ4 v )?ei :4 PC iibergossen und 15 min. bei 4°C und 10. min bei 
. ; Raumtemperatur geschutte.lt. /Anscblieflend ;wurde, ; die Membran 3x mit 50 ml DCM, 2x mit 
ACN (50 ml) imd-:2x,mit)50 ml©CM je.,10 min ge.waschen. w 

Zur Substitution der Chloratome am festphasengebundenen 1,3,5-Triazinderivat spottete man 
35' 2^1 einer 60%- igen , Losung, yon, pnm.^oder sek.; Aminen (NHR 2 R 3 ) in.NMP auf die 
vorderivatisierte Membran und lieB im gescfrlqssenen GefaB 25. min bei Raumtemperatur 
reagieren. AnschlieBend wurde die Membran dreimal mit je 75 ml DMF (20 min), zweimal mit 
je 75 ml MeOHv(2Q min) ; . und. dreimal; mitj.e ,75 ml DCM (15 min) gewaschep., Auf die 
luftgetrocknete Membran wurde in einer -Glasschale das prim, oder sek. Amin zur Substitution 
40 des noch verbleibenden Chloratoms gespottet (2 [il einer 80°/o-iger. Losung in NMP) und die 
Membran in einer Mikrowelle 3 min erhitzt. -Die ub.erschussigen Amine,' wurden mit DMF (3x je 
75 ml, 20. min), 0.1%-iger wassriger Essigsaur;e (75 ml, 20 min), MeOH (dreimal. Essigsaure (75 
, ml, 20 min), MeQH(dreimal je 75, ml, 20 min) und DCM. .(dreimal je 75 ml, 20 min) von der 
Membran entfemt. 

45 

Die Abspaltung der Molekule erfolgte nach Ausstanzen und Oberfuhren in- Mikrotiterplatten 
mitteis 150 \x\ 90%-iger TFA/DCM - pro. Spot (35 min, 30°C). Nach Abblasen der TFA im 
Stickstoff- Strom wurden die. Substanzen in entsprechenden Puffersystemen aufgenommen und 
analysiert. 

50 

Beispiel 12: Synthese kleiner. organischer Molekule: : Peptoid (N-Benzyl-N-[butyl- 
(carbamoylmethylcarbamqyl-methyl^ 
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Line amindenvat.s.erte Carboxyl-PP^Membrap (siehe Beispiel 7: v C l. Beispiel .1 1-) wurdc mit 30 
™^ nC lH M L ° Sung von Fmoc -Glycin in DMF behandelt (30 min), nachdem die Losung mit 
1 Eq. TBTU und 2 Eq. DIEA vorakriviert wurde. Nach dem Waschen der Membran und 
-Schutzgruppenabspaltung (3 x DMF, je 5 min, 1 x 20%. Piperidin/DMF. 20 min. 5 .x DMF je 5 
mm) wurde die Membran emeut mit 30 ml einer frisch angesetzten Losung von voraktiviertem 
Fmoc-Glycm versetzt. Nach 30 min Reaktionszeit und Waschen der Membran mit DMF (3 x 5 
mm) wurden 4 Prdben aus der. Membran ausgestanzt (0.23 .cm 3 ), urn den chemisch erreichten 
Beiegungsgrad der Membran zu bestimmen. Dazu wurden die Proben emzeln mit genau 1 00 ml 
einer 20%-igen Losung von Piperidin in DMF versetzt und die UV-Absorbtion bei 301 run 
gemessen. Es wurde ein Beiegungsgrad von 0.45 < umol/cm 2 erreicht (entsprichV 10% der 
gravimerrisch bestimmten Beladung). 

Die mit zwei Glycinspacem versehene Membran wurde dann wie in Beispiel 9 'beschrieben mit 
Rink-Linkersystem modifiziert und nichtumgesetzte Aminofunktionen acetyliert (Ac,0 DIEA 
DCM; 1:2:7). Die nach Abspaltung der F,moo-Schutzgruppe, Wasche. und 'trocknung 
freigesetzte Aminofunktion wurde durch Aufpipettieren von 0.2 ^1 einer 0.3 M Fmoc-Glycin- 
'Pentafluorphenylester-Losung in NMP (3 .x. l,5 ; min) .amidiert. Die Membran wurde wie oben 
■ beschrieben gewaschen und die Fmoc-Gruppe ahgespalten,. / - { • ' - . 

20 Die Aminofunktion wurde dann durch Pipettierung, von ,0.2 '' uY einer 1 M Losung von 
Bromessigsaure^4 Dmitrophenylester in. NMP (J x 15 min) acyliert. Nach Wasche mittels 
DMF (3 x, 5 min) und Methanol (3 x, 5min) und anschlieflender Trocknung an der Luft wurde 
•: - durch Spotten von 0.2, al; n-Butylamin (5- Min NMP, 3x 15min) das' Brom nukleophil 
substituiert. Nach Wasche (3 .x 5 min DMF, 3 -x 5 .min Methanol) und Trocknung an der- Luft 
25 wurden zwei weitere Synthesezyklen durchgefflhrt, die sich" durch die Natur'der verwendeten 
' • Amine unterschieden(Zyklus2:.nrButylamin; Zyklus 4: Piperidin). • 

Die ausgestanzten Spots wurden wie in Beispiel 9 beschrieben mittels TEA gespalten und die 
•:■ Produkte isohert und analysiert. Alle untersuchten -Produkte ze igten die erwartete Identitat bei 
30 einer HPLC-Reinheit von >70%. t 

' Beispiel 13:. Synthese von oligorneren %briden au&iqptiden jjnd,P.eptoiden (Pcptomere) 

• s. Auf eine aminderivatisjerte Carboxyl-PP-Membran (siehe Beispiel 7) wurden 2.5 uTeiner 0 6 M 
35 Losung von 4-(Methoxy-4-(2-Fmoc-aminoethyi)-5-nitrophenoxyl)-butinsaure ,(photo-labiler 

V Amid-Linker), TBTU (1 Eq.) und DIEA (2 Eq.;. Voraktivierzeit: 5 min) >m Abstand;von 1 0 bis 
: 1.5 cm gespottet. Nach 15 min wurde, das Spotten. wiederholt. Nach we'iteren 15 min wurde die 
' Membran dreimal 5 min. mit DMF, zweimal 5 min mit MeOH und zweimal lO min mit DCM 
gewaschen. AnschlieBend. wurde die SPOT-Prozedur wiederholt. Man erhielt nach Fmoc- 
•40. ; Quantifizierung Beladungen von ca. 700 nmol/cm J , was ca.' .90% der Funktionalitatsdichte der 
amindenvatisierten PolypropylenrMembran.entsprach. ' 

• ■■ , Diernirdern photolabilen Amid-Linker nicht umgesetzten Aminofunktionen' werdeii acetyliert 
■ _ .:, (Ac 2 Q, DIEAj DCM; 1:2:7; 30 min) und. anschlieBend dreimal 5 min in DMF gewaschen Die 

45.. , ' Fmac-Schutzgruppe des Linkers wird durch zweima.liges 25 min. Badender Membran in 75 ml 
25% Pipendin in DMF abgespalten. AnschlieBend wird die Membran jeweils zweimal 10 min 
mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM gewaschen. 

Zur Acylierung der freigesetzten Linker-Aminofunktionen werden Fmoc-Aminosaure- 
50 Pentafluorphenylester (0.3 M in NMP; Aminosaure-Spots) oder Bromessigsaure-? 4- 
dmitrophenylester (1.0 M in NMP; Peptoid-Spots) auf die Membran gespottet (2.5 ul pro Spot) 
Diese Prozedur wird insgesamt dreimal fur jeweils 15 min wiederholt. Nach beendeter 
Reaktionszeit wird die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM 
gewaschen. Die Entschutzung der Fmoc-Aminofunktionen der Aminosaure-Spots erfolgt durch 
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dreimaliges Sponen fur 15 min mit 50%iger Piperidin/NMP- Losung. Gieichzeiug enolgr die 
Substitution der Brom-Funktionen der Peptoid-Spots durch Sponen von ein bis fiinf molaren 
Losungen pnmarer und sekundarer Amine in DMF, NMP, DMSCX Dimethylacetamid oder 
Wasser. Nach beendeter Reaktionszeit wird die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 ml 
5 DMF, MeOH und DCM gewaschen. 

Die Acylierung der primaren Amin-Funktionen (Aminosaure-Spots) und sekundiiren Amin- 
Funktionen (Peptoid-Spots)- erfolgt entweder durch Spotten ( 3 x 15 Minuten) von 0.3 M 
Losungen von Fmoc-Aminosaure-Pentafluorpenylestern in NMP (Aminosaure-Spots), 0,3 M 
10 Fmoc-Amiriosare- Anhydride in NMP (Peptoid-Spots) oder einer 1,0 M Losung Bromessigsaure- 
2,4-Dinitrophenylester in NMP (Aminosaure- und Peptoid-Spots). Nach beendeter Reakrionszeit 
wird die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 ml DMF; MeOH iind DCM gewaschen. 
AnschlieBend wird wie oben beschrieben die Synthese fortgesetzt. 

15 Die Fmoc- Aminosaure- Anhydride werden aus den Fmoc-Aminosauren generiert (0.6 M Fmoc- 
Aminosaure in NMP; Zusatz von 0.5 Eq. DIC; Voraktivierung: 30 min). 

Nach Abschlufl der Synthese werden die- Seitenkettenschutzgruppen abgespalten (5% H 2 0, 5% 

Phenol, 2.5% TIPS in TFA). Nach ausgiebiget Wasche mit DCM und. Methanol werden die 
20 Membranen getrocknet und die Peptide durch Bestrahlung mit UV-Licht (365 nm, 7 mW/cm 2 , 

'90 min) von der Membran abgespalten. . • ' ; .. 

Die adhasiv gebund.eneh Verbindungen konnten nach dem Ausstanzen .und Uberfuhren in 
. fvtikrotiterplatteh mittels* Piiffer abgelosr-und der HPLC/MS-Analytik zugefuhrt . werden. Die 

verschiedenen Peptomere zeigtdii'vdrgleichbare hohe Produktqiialitaten wobei der jeweils groBte 
25 Peak der Zielmasse des ge\^In£chten Pr6dufees'eiit^)rach. 

Beispiel 14: Untersuchiingfen' 'zuf Biokompiribilitat: ' "Antikorperbindungsstudie auf 
;r Polymermembranen 

30 Die Epitope Ac-Leu-Pi^-'Afe^Mef-Lfeu-Arg- „ 
(mAk CB/RS/13-Epitop); Ac-Ee-Phe-ne-Asn-Tyr-n^-Gl^^^ 

BAla (mAk CB/RS/1 1-Epitop)^ Ac-Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Asp-BAla (mAk Tab2-Epitop) und 
die unspezifisctie" Testsequdiz 1 Ac£-ffi^ 

Leu-Arg-BAla wurden jeweils parallel auf herkommJichen Cellulose-und 
35 Polypropylenmen^ Spot-Synthese:. (siehe Beispiel 10) 

■ " synthetisiert' ' ; ; * ; : ■=' - :; ; r: ^ '"*'v ,:t r: — ;\ ■>■ . . ::v 

Nach AbspalWg ^ h;:'94% TFA, 3% HOPS, 2% H 2 0, 1% 

Phenol) tirid Wasche mit DCM (3 x), DMF (4 x) UndMethfcnol (2 X) .wurde: die methanolfeuchte 
] ' Membran 3 x 10 miti mit Tris Buffered ;Saline '(T-TBS)'pH-8;d gewaschetl; Im AnsfchluB wurde 
40 die, Membran mit ^ Blbckierungspuffer (Boehringer Mannheim, ; Mannheim, (Cermany) uber 2 h 
inkiibiert und dann 3 x 10 min mit T-TBS-Puffer (pH 8^0) -gewas&hen.^Die so behandelte 
Membran wurde dann uber 1 h mit Peroxidase- (POD) markiertem palykJonalenanti-Maus-IgG 
Antikorper inkubiert (0.1 ^g/ml Blockieningspuffer). Die Antikorperlosung wnrde verworfen 
und die Membran 3 'k 10 min ' mit T-TBS-Puffer (TBS/Tween®20 pH 8.0) gewaschen. 
. 45 AbschlieBend wurde die Polymermembran mit einem Chemolumineszenz 'Substrat (Boehringer 
Mannheim) geschwenkt und - Enzymakti vitat mit derri Lumi-Imager (Boehringer Mannheim) 
aufgezeichnet. '• ' • -" ' • . * 
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Patentanspriiche - 

1 Verfahren zur Syndiesc von kontinuierlichen polymeren Festphasemragern mit raumlich 
definierten and voneinander getrennten Reaktionsorten, umfassend eine Tragermatrix and 
• Pfropfcopolymerketten.mit Reaktivgmppen, die mit organischen Verbindungen rearibel 
sind, mit folgenden Syntheseschritten: ' ' , ' 

i. ) Beschichten der Oberflache der Tragermatrix mit einem Photoinitiator/ welcher 

• nach UV-Anregung, durch- Wasserstpffabstxaktion und damit ohne 
Polymerdegradation in. der: Matrix, an der Pofymeroberflache Radikale erzeugt, 
. -wobei. die Tragemiatrix zux Gruppe mindestens 'einer der polymeren 
. polyolefinischen . Basispolymere gehort: ' Polypropylen, ' Polyethylen, 
■ Polyvinylidenfluorid, Polyitetraflubrethylen \ oder/ yernetztes Pblystyrenj 
bevorzugt Polypropylen *. ' * ^ 

-wobei der Photoiniriator ein Benzophenonderivat oder Ketdh isr, - : 

ii. ) Belichten der mit Photoiniriator beschichteten Tagermatrix in Gegenwart eines 

ungesattigten funktionellen Jvlononjers mrt UV-Strahlimg, 

-wobei das funkrionelle Mononief cine 3p^^ welchekovalent 
uber eine Amid-, Ester-, Ether-, Disulfid^ einer 
■ ■ Reakriygpappe^als auch mit einer polymerisations^ ist, 
c •. t - (cc)dabei istder Spacer* ein QJigo- oder^ = ; 

1 *' ' : : eine Bindung^ . I v \ ' ( '7,' ,'" " ' *' T ; , r ' ... ; .. 

(p> dabev ist die ; poIymerisatio'nsfdhige. Gruppe ein Acrylat-; Vinyl- 
bder Allylmonomer, " ' " r - 

' " :r "' ' (7) ^bei ist die Reaktivgruppe, die mit prganischen 

' • Verbindungen reagibel ist, eine. Hydroxy lgi^ppe, Carboxy lgrupp'e, 
Aminogruppe, Mercaptogruppe oder , eine Ilalogengnippe, 
(5) dabfei kann gegebenenfallsdn^ 

und Spacer bzw. zwischen Spacer und polymensationsfahiger 
Gruppe hydrolytisch oder oxidativ/reduktiv gespalten werden. 

iii. ) Bildung von Pfropfcopolymerketten durch kovalente Bindung der 

polymerisationsfahigen Gruppe der funktionellen Monomere an der Tragermatrix, 
wobei zunachst ein Monomer an ein Radikal der polymeren Tragetmatrix addiert 
und dann an dieses Monomer weitere Monomere im Sinne einer Polymerisation 
addiert werden, 

iv. ) Extraktion von nicht umgesetzten fiinktionellem Monomer und Photoinitiator, 

sowie von loslichen Folgeprodukten. 

Venvendung des kontinuierlichen Festphasentragers, welcher nach dem Verfahren gemafl 
Anspruch 1 hergestellt worden ist, fur die parallele und kombinatorische Synthese von 
tragergebundenen oder freien Verbindungen, die durch sequentielles Spotten von 
aktivierten Synthesebausteinen an verschiedenenen Reaktionsorten auf dem 
kontinuierlichen Festphasentrager synthetisiert werden, 

die Peptide, Peptoide, Peptomere, Oligogocarbamate, Oligoharnstoffe, Azatide, Ketide, 
Peptid-Sulfonamide, vinyloge Sulfonylpeptide, DNA's, und Peptid-Nukleinsauren sind, 
oder die Verbindungen sind, bei denen an einer zentralen Kernstruktur durch sequentielles 
Spotten von Reagenzien variable Gruppen eingefiihn werden, 

und die Verbindungen sind, die durch einen Heterozyklisierungsschritt bzw. 
Mehrkomponentenreakrionen hergestellt werden, welche Benzodiazepine. Triazine, 
Triazole, Hydantoine, Cubane, Xanthine, Pyrollidine, B-Laktame, Thiazolidonej 
Isoquinoline, Diketopiperazine sind, 



WO 00/12575 



21 



-wobei jeweils jeder On auf dem kominuierlichen Festphasentrager die 
Zusammensetzung der synthetisienen Verbindungen, die direkt . uber 
Reaktivgruppen der Pfropfcopolymerkerte an der Trageimatrix gebunden sind, 
bestimmt. 

3 ' Verwendung des kontinuierlichen Fesrphasentragers nach Anspruch 1-fiir die parallele und 

kombinatorische Synthese von Proteinen. 

4 Verwendung der konrinuierlichen Festphasentrager nach einem der vorherigen Anspriiche 
2 bis 3"fur*die Festphasensyrithese. vorzugsweise SPOT-Synthese audv als Array von 

identisch oder unterschiedlich funktionalisierteri Tragern bzw.- als Stapel von identisch 
oder unterschiedlich funktionalisierten Tragem fur die Synthese von .multipel oder 
graduell abspaltbaren Verbindungen, wobei durch Split (Single Sheets) & Combine 
(Stapel) Techniken mit ganzen Tragprn auch eine quasi dreidimensionale Kombinatorik 
moglich wird. • ' \ ' . 

5 Verwendung der kontinuieflichen Festphasentrager nach einem der vorherigen Anspriiche 
2 bi$ 4 fur dieidentifizierung von Molekulen (Ligahden) an syntherisierten Verbindungen, 
umfassend die.folgenden Schritte; 

Inkubation mit dem Liganden, Entferheri von uberscKus^igen Liganden durch Waschen, 
Detektion geburidener Lijganderi diirch geeignete VerfaKrep wie: i) immunologische 
Nachweise, ii) Nachweis gebundener radioaktiv markierter Liganden, iii) Fluoreszenz- 
oder Chemolumineszenz-Nachweise, ; iv) bioserisorische Nachweise., 

6 Verwendung der kontihuierlichen Festphasentrager nach einem der vorherigen Anspriiche 
2 bis 5 izur Uritersuchu^ art J syntherisierten Verbindungen, 
umfassend /die folgerideri Scffitter^ 3 ' : ^ r --v 

i.) Inkubation rfrit denf Enzy&^ eftzyrriatischer Aktivitat. 
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